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Методом ПААГ-електрофорезу проаналізовано кількісний та якісний склад за-
гального пулу білків бактеріальних клітин, бактероїдів штамів i Tn5-мутантів
Bradyrhizobium japonicum різної активності. Показано, що вихідний штам 646 і ак-
тивний Tn5-мутант 21-2 як у чистій культурі, так і в бактероїдній формі мають
подібні білкові профілі, тоді як у малоактивному Tn5-мутанті 113 в умовах чис-
тої культури білок із молекулярною масою 80 кД не синтезується, а в умовах
симбіозу утворюється в невеликій кількості. Встановлено, що у білковому спек-
трі бактероїдів неактивного штаму 604к відсутній поліпептид із молекулярною
масою 160 кД. Обговорено можливу участь цих білків у функціонуванні симбіо-
тичного апарату.
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Відомо, що бульбочкові бактерії в симбіозі з бобовими рослинами здатні
зв’язувати молекулярний азот атмосфери. У результаті такої взаємодії на
коренях рослини-хазяїна утворюються специфічні диференційовані струк-
тури — бульбочки, в які надходять продукти фотосинтезу і забезпечують
бактерії елементами живлення та енергією. У процесі формування бобо-
во-ризобіального симбіозу клітини рослин і ризобії зазнають істотних
структурних і біохімічних змін [2, 3, 12], зокрема у них синтезується низ-
ка протеїнів, необхідних для функціонування симбіотичного апарату.
Тривалий час дослідження складу білків кореневих бульбочок бобо-
вих проводили на рослинах із недетермінованим типом їх розвитку [18].
Однак було виявлено, що такі бульбочки містять різні бактероїди (зрілі,
які активно фіксують азот, і ті, що проходять стадію трансформації), а
також недиференційовані бактерії. Бульбочки детермінованого типу роз-
виваються розділено в часі [15], тобто кожний етап їх формування відбу-
вається в певний момент розвитку, протягом деякого часу [17, 22]. У них
можна чітко виділити білки, які включаються в метаболізм на певних
етапах онтогенезу або синтезуються за дії окремих чинників. Завдяки
цим особливостям детерміновані бульбочки можуть бути придатнішою
моделлю для дослідження протеїнів, які залучаються у процес формуван-
ня симбіозу та зв’язування атмосферного азоту.
Відомо [8], що бульбочкові бактерії залежно від штаму і середови-
ща вирощування разом із набором характерних для виду загальних білків
синтезують низку специфічних. Виявлено [7], що вихідні штами Sino-
rhizobium meliloti, Rhizobium sp., R. leguminosarum biovar. trifolii різняться
ФИЗИОЛОГИЯ И БИОХИМИЯ КУЛЬТ. РАСТЕНИЙ. 2009. Т. 41. № 5
423
© Г.М. ДРОЗДЕНКО, П.М. МАМЕНКО, С.М. МАЛІЧЕНКО, С.Я. КОЦЬ, 2009
від їхніх транскон’югантів за кількісним і якісним складом синтезованих
білків.
Одним із ефективних інструментів дослідження участі протеїнів у про-
цесах, пов’язаних з утворенням і функціонуванням симбіотичних систем
бобових рослин, є використання штамів мікросимбіонтів зі зміненими
властивостями. Такий підхід дає змогу визначити роль білків у фізіоло-
гічних процесах, пов’язаних із функціонуванням бульбочок [1]. Розши-
рення спектра мінливості ризобій забезпечує метод транспозонового му-
тагенезу, який ґрунтується на здатності рухомих генетичних елементів —
транспозонів (Tn) вбудовуватись у ген-мішень, інактивувати його та мі-
тити маркером стійкості до антибіотиків, викликаючи поодинокі гене-
тичні зміни [4, 9]. За біохімічною характеристикою таких мутантів мож-
на виявити подібні до батьківських форм і відмінні від них детермінанти,
які визначають пул метаболітів у ризобіальній клітині.
У зв’язку з цим цікаво вивчити зміни білкового складу батьківських
штамів та отриманих на їх основі Tn5-мутантів із різними симбіотични-
ми властивостями.
Методом електрофорезу в поліакриламідному гелі (ППАГ) встанов-
лено, що спектр білків мікоплазм видоспецифічний і є стабільною озна-
кою (в ній прямо відтворені генетичні особливості організмів), яку мож-
на зіставити з результатом вивчення їх ДНК [12]. Як своєрідні «відбитки
пальців» штамів мікроорганізмів електрофореграми білків дають мож-
ливість порівнянням встановлювати подібність досліджуваних культур
[20].
Метою нашої роботи було проведення порівняльного аналізу елек-
трофоретичного спектра білків різних за активністю штамів і Tn5-му-
тантів Bradyrhizobium japonicum як у чистій культурі, так і в бактероїдній
формі.
Методика
У роботі використано активний (646) та неактивний (604к) штами В. ja-
ponicum із музейної колекції азотфіксувальних мікроорганізмів Iнституту
фізіології рослин і генетики НАН України (IФРГ), а також Tn5-мутанти
штаму 646 — активний 21-2 та малоактивний 113, отримані методом транс-
позонового мутагенезу у відділі симбіотичної азотфіксації IФРГ [5].
Для виділення білків із клітин ризобій повільнорослі бульбочкові
бактерії культивували протягом 8 діб на манітно-дріжджовому агарі [13]
за 28 °С. Бактерії відділяли від полісахаридів за раніше розробленим в
IФРГ методом [10]. Клітини суспендували, додаючи до них буферний
розчин (20 мМ трис-НСl (рН 8,0), 5 мМ ЕДТА, 0,2 М сахарози). Потім
суспензію гомогенізували упродовж 10 хв подрібнювачем тканин РТ-2
(Росія) за 3 000 об/хв і центрифугували 10 хв на центрифузі К-24 за
15 000 g.
З очищених від слизу клітин бульбочкових бактерій отримували біл-
кові екстракти. Для цього з осаджених клітин протягом 10 хв за кімнат-
ної температури екстрагували білки буферним розчином такого складу:
75 мМ трис-НСl (рН 8,0), 10 мМ ЕДТА, 1 мМ фенілметансульфоніл-
флюориду з додаванням 10 % ДДС-Na і 0,3 % -меркаптоетанолу [15,
21]. Отриманий білковий екстракт центрифугували 10 хв на центрифузі
miniSpin Eppendorf за 13 400 об/хв. Білок осаджували ацетоном за тем-
ператури –17 °С протягом 2 год. Після центрифугування до отриманого
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осаду додавали буфер для зразків [16]. Кількісний і якісний склад білків
бактеріальної культури та їх симбіотичної форми — бактероїдів дослід-
жували методом градієнтного електрофорезу в 12—20 %-му поліакрил-
амідному гелі з ДДС-Na за методикою Леммлі [19].
Рослини сої (Glycine max (L.) Merr.) сорту Мар’яна вирощували в
умовах вегетаційного досліду в 16-кілограмових посудинах Вагнера на
промитому річковому піску вологістю 60 % повної вологоємності за при-
родного освітлення. Джерелом мінерального живлення слугувала пожив-
на суміш Гельрігеля, збагачена мікроелементами — молібденом, бором,
манганом, міддю і збіднена на азот — 0,2 норми (1 норма азоту відпо-
відає 708 мг Са(NO3)2 · 4H2O на 1 кг субстрату). Перед висіванням про-
стерилізоване 70 %-м етанолом і промите під проточною водою протя-
гом 1 год насіння інокулювали суспензіями бульбочкових бактерій різної
ефективності, кількість бактерій становила 107 клітин в 1 мл. Викорис-
тані в дослідженнях штами і Tn5-мутанти оцінювали за основними по-
казниками ефективності симбіозу: азотфіксувальною активністю, масою
бульбочок, масою надземної частини рослин.
Для отримання бактероїдної фракції на 40-ву добу після появи схо-
дів відбирали бульбочки середнього розміру з 6 рослин кожного варіан-
та. Бульбочки заморожували в рідкому азоті, роздавлювали у фарфоровій
ступці й додавали калійфосфатний буфер (рН 7,5) [15] у співвідношенні
1 : 8. Отриману після фільтрування крізь капрон суспензію бактероїдів
центрифугували протягом 15 хв на центрифузі miniSpin за 13 400 об/хв.
Білкову фракцію екстрагували в буферному розчині за кімнатної темпе-
ратури протягом 20 хв і готували до електрофорезу так само, як і зразки
чистої культури ризобій.
Результати та обговорення
Створення модельних азотфіксувальних систем із використанням кон-
трастних за симбіотичними властивостями бактеріальних штамів, у тім
числі й отриманих методом транспозонового мутагенезу, є важливою
умовою для дослідження різних етапів формування та функціонування
симбіозу, зокрема під час вивчення участі білків у цих процесах.
В умовах симбіозу використані в роботі штами й Tn5-мутанти B. ja-
ponicum різнились між собою за азотфіксувальною активністю утворених
ними кореневих бульбочок, а також за впливом на ріст і розвиток рос-
лини-хазяїна (таблиця).
Показано, що спектри поліпептидів, екстрагованих із клітин ризобій
(рис. 1) і бактероїдів (рис. 2), різнились за набором та інтенсивністю за-
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Питома азотфіксувальна активність, маси бульбочок і надземної частини рослин сої сорту 
Мар’яна, інокульованої штамами і Tn5-мутантами B. japonicum різної ефективності (40-ва 
доба після появи сходів) 
Маса, г/рослину 
Варіант  Питома активність,  мкмоль С2Н4/(г бульбочок · год) бульбочок надземної частини 
Штам 646 8,31 ± 0,37 0,83 ± 0,05 10,36 ± 0,39 
Штам 604к 0,03 ± 0,002 0,53 ± 0,03 6,68 ± 0,13 
Tn5-мутант 21-2 9,85 ± 0,38 0,75 ± 0,05 10,98 ± 0,28 
Tn5-мутант 113 0,60 ± 0,11 0,56 ± 0,03 7,31 ± 0,28 
 
барвлення окремих смуг, що по-
в’язано з особливостями білкового
складу досліджуваних об’єктів.
Порівнянням білкового складу
клітин вихідного штаму і Tn5-му-
тантів В. japonicum (див. рис. 1) ви-
явлено, що активний Tn5-мутант
21-2 за кількістю поліпептидних
компонентів та інтенсивністю їх за-
барвлення ідентичний вихідному
штаму. Водночас білковий профіль
малоактивного Tn5-мутанта 113
різнився від вихідного штаму 646 і
Tn5-мутанта 21-2 відсутністю у його
складі поліпептиду з мол. м. 80 кД,
меншим вмістом поліпептидів із
мол. м. 70 і 130 кД. За кількісним
вмістом поліпептидів малоактивний
мутант був більш подібний до не-
активного штаму 604к. Його білко-
вий профіль за відношенням до ви-
хідного штаму й активного
Tn5-мутанта 21-2 характеризувався
меншим вмістом поліпептидів з мол.
м. 70 і 130 кД, а вміст поліпептиду з
мол. м. 80 кД був на рівні вихідного
штаму.
Електрофоретичне розділення
білків бактероїдної фракції бульбо-
чок сої, інокульованої різними за
активністю штамами й Tn5-мутан-
тами В. japonicum, показало (див.
рис. 2), що за кількісним і якісним
складом білкові профілі бактероїдів
вихідного штаму 646 і активного
Tn5-мутанта 21-2 ідентичні. Бакте-
роїди неактивного штаму 604к і ма-
лоактивного Tn5-мутанта 113 різни-
лись від високоактивних штамів
меншим вмістом поліпептидів з
мол. м. 120 і 130 кД. У бактероїдах
малоактивного Tn5-мутанта 113 від-
мічено низький вміст поліпептиду з
мол. м. 80 кД, у решти досліджених
варіантів його вміст був майже од-
наковим. У білковому складі бак-
тероїдів, утворених за участю неактивного штаму 604к, поліпептид із
мол. м. 160 кД відсутній, у варіантах із інокуляцією активним штамом
646 і Tn5-мутантом 21-2 його міститься більше порівняно з малоактив-
ним Tn5-мутантом 113 (у чистій культурі вміст цього поліпептиду в усіх
досліджених варіантах приблизно однаковий). Не виключено, що опи-
сані кількісні та якісні зміни цих протеїнів певним чином пов’язані з ак-
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Рис. 1. Електрофоретичне розділення
поліпептидів, екстрагованих із культу-
ральних клітин штамів і Tn5-мутантів
бульбочкових бактерій Bradyrhizobium
japonicum. Тут і на рис. 2:
1 — активний штам 646; 2 — неактивний штам
604к; 3 — активний Tn5-мутант 21-2; 4 — ма-
лоактивний Tn5-мутант 113
Рис. 2. Електрофоретичне розділення
поліпептидів, екстрагованих із бакте-
роїдів бульбочок сої, інокульованої шта-
мами і Tn5-мутантами Bradyrhizobium
japonicum різної ефективності (40-ва доба
після появи сходів)
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тивністю досліджуваних штамів і Tn5-мутантів. Цілком ймовірно, що
вміст у бактероїдній фракції бульбочок поліпептиду з мол. м. 160 кД за-
лежить від рівня азотфіксувальної активності досліджуваних симбіотич-
них систем і змінюється в порядку зростання: 604к > 113 > 646 > 21-2
(див. таблицю). Менший вміст цих протеїнів у бактероїдах, утворених
малоактивними ризобіями, та їх відсутність у білковому складі бакте-
роїдів неактивного штаму B. japonicum 604к підтверджує можливу участь
цих білків у функціонуванні азотфіксувального апарату.
Найістотніше білкові фракції бактероїдів і культуральних клітин
різнились за кількісним вмістом поліпептидів, що позначалось на інтен-
сивності забарвлення смуг. Аналізом білкового складу культуральних
клітин вихідного 646 і неактивного 604к штамів B. japonicum ми виявили
на електрофореграмах (див. рис. 1) 10 основних і 6 мінорних білкових
смуг, діапазон молекулярних мас яких знаходився в межах 10—200 кД.
Білковий склад бактероїдної фракції бульбочок сої, інокульованої цими
ж штамами, змінювався, і на електрофореграмах проступало до 8 основ-
них білкових смуг. Iз рис. 1 видно, що чимало білків характерні як для
чистої культури, так і для бактероїдів. Це означає, що у всіх досліджених
форм ризобій є спільні білкові системи. Раніше експериментально дове-
дено [6], що в культуральних клітинах штамів Bradyrhizobium sp. (Lupinus)
синтезуються білки, аналогічні білкам нітрогеназного комплексу з екст-
рактів бактероїдів люпину. На підставі цього автори дійшли висновку,
що такі білки кодуються геномом ризобіальних клітин.
Порівняльним аналізом поліпептидів доведено, що вихідний штам
та активний Tn5-мутант 21-2 як у чистій культурі, так і в бактероїдах
мають подібні набори білкових компонентів. Разом з ідентичними білко-
вими смугами, характерними для вихідного штаму 646, у складі неактив-
ного штаму 604к і малоактивного Tn5-мутанта 113 виявлено певні особ-
ливості — зміни інтенсивності забарвлення окремих білкових смуг на
електрофореграмах в умовах чистої культури та в симбіозі. Встановлено,
що білок із мол. м. 80 кД не синтезується малоактивним Tn5-мутантом
113 в умовах чистої культури, а в умовах симбіозу утворюється в неве-
ликій кількості. Крім того, показано, що в білковому складі бактероїдів
неактивного штаму 604к відсутній поліпептид із мол. м. 160 кД. На
підставі отриманих даних логічно припустити можливу участь цих білків
у функціонуванні симбіотичного апарату, оскільки їх вміст здебільшого
залежить від активності штаму-інокулянта.
Відомо, що всі етапи утворення симбіотичного азотфіксувального
апарату та його функціонування знаходяться під одночасним генетич-
ним контролем рослини-хазяїна і ризобій. Однак відсутність фенотипно-
го прояву основних генів, які відповідають за симбіоз, у чистій культурі
бактерій значно ускладнює процес добору перспективних форм бульбоч-
кових бактерій. Під час проведення вегетаційних і польових експери-
ментів можна відібрати активні мутанти з поліпшеними симбіотичними
властивостями, проте за обсягом роботи і затратами часу ці дослідження
доволі тривалі й трудомісткі. 
Отримані нами результати вказують на певні відмінності білкового
складу штамів ризобій залежно від їх активності ще в умовах чистої
культури. На нашу думку, зазначені особливості білкового складу не-
активних штаму і Tn5-мутанту B. japonicum означають, що деякі про-
теїни, які є складовими нітрогеназного комплексу бактерій, синтезу-
ються ще в умовах чистої культури. Цілком ймовірно, що метод
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електрофоретичного розділення білків ризобій дасть змогу оцінити ак-
тивність нітрогеназного комплексу бульбочкових бактерій без залучення
їх до симбіозу. Розширення спектра досліджуваних мутантів та запрова-
дження інших молекулярно-біологічних і біохімічних методів досліджен-
ня білків допоможе не лише зрозуміти функції цих поліпептидів у мета-
болізмі симбіотичних систем, а й розробити експрес-методи добору
перспективних штамів, які формують ефективний симбіоз, для їх вико-
ристання у бактеріальних препаратах.
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ОСОБЕННОСТИ БЕЛКОВОГО СОСТАВА ШТАММОВ И Tn5-МУТАНТОВ
BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM РАЗЛИЧНОЙ АКТИВНОСТИ
Г.Н. Дрозденко, П.Н. Маменко, С.М. Маличенко, С.Я. Коць
Институт физиологии растений и генетики Национальной академии наук Украины, Киев
Методом ПААГ-электрофореза проанализированы количественный и качественный соста-
вы общего пула белков бактериальных клеток, бактероидов штаммов и Tn5-мутантов
Bradyrhizobium japonicum различной активности. Показано, что исходный штамм 646 и ак-
тивный Tn5-мутант 21-2 как в чистой культуре, так и в бактероидной форме имеют сход-
ные белковые профили, в то время как в малоактивном Tn5-мутанте 113 в условиях чис-
той культуры белок с молекулярной массой 80 кД не синтезируется, а в условиях симбиоза
образуется в небольшом количестве. Установлено, что в белковом спектре бактероидов не-
активного штамма 604к отсутствует полипептид с молекулярной массой 160 кД. Обсужде-
но возможное участие этих белков в функционировании симбиотического аппарата.
CHARACTERISTICS OF PROTEIN COMPOSITION OF STRAINS AND Tn5-MUTANTS
OF BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM OF VARIOUS ACTIVITY 
G.M. Drozdenko, P.M. Mamenko, S.M. Malichenko, S.Ya. Kots
Institute of Plant Physiology and Genetics, National Academy of Sciences of Ukraine
31/17 Vasylkivska St., Kyiv, 03022, Ukraine
Qualitative and quantitative composition of total protein pool of bacterial cells and bacteroids of
strains and Tn5-mutants of Bradyrhizobium japonicum of various activity was analyzed using
PAGE. It was established that initial strain 646 and active mutant 21-2 both in pure culture and
bacteroids have the similar protein profile. The absence of polypeptide with molecular weight
160 kD in the protein content of bacteroids of the inactive strain 604k was observed. It was shown
that in the pure culture of low-active mutant 113 the protein with mw 80 kD was not synthesized
at all, but slightly produced in symbiosis. The possible participation of named peptides in func-
tioning of symbiotic apparatus is discussed.
Key words: Bradyrhizobium japonicum, symbiosis, proteins, Tn5-mutants, cultural cells, bacteroids.
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